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Abstract 



Use of the polyene antibiotic pimaricin (natamycin) 



in combination with one (or more) phospholipid(s) 



in the pimaricin: phospholipid molar ratio of 0.05:1 to 1:20 for the treatment, in human and veterinary 
medicine, of infections with Plasmodia or trypanosomes. 
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@ Verwendung von Pimaricin zur systemischen Therapie von Infektionen mit Plasmodien Oder Trypanosomen 

Verwendung des Polyen-Antibiotikums Pimaricin (Nata- 
mycin) 
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in Kombination mit einem (oder mehreren) Phospholipid(en) 
im molaren Verhaltnis Pimaricin : Phospholipiden von 0,05 : 1 
bis 1 : 20 zur human- und veterina" rmedizinischen Behandlung 
von Infektionen mit Plasmodien oder Trypanosomen. 
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Beschreibung 

Geeenstand der vorliegenden Anmeldung ist die Verwendung von Pimaricm, und zwar in Kombination mit 
emem^ermebrS^ 

ria. ^anwoSen (wie Chagas-Krankheh, ScMafkrankheit, Nagana-Seuchen), stellt auch bei demheutigen, 

^SaTisI « mSglicb, etwa mit Hilfe von Antimon- und Arsenprlparaten, Imidazol-Derivaten vom Metronida- 
zoKvJ NifroS^erbindungen, Acridiniumsalze derartige Krankheiten anzugehen Beisamtuchen bisher 
beSen pSSen stellen jedoch einerseits die Nebenwirkungen ein schwerwiegendes Problem dar ande- 
rS eKcE die rasche Resistenzentwicklung der Erreger den Therapieerfolg bei der Anwendung bis ang 
etogeKe7Mla^ 

MaSStetX^oroquio.steUtmitderzunehmendenVerbrdtungdiw 

^SaTSfS Ve^S^ die mikrobizide Wirkung bekannter Antibiotika zur Bekampfung von 
PolvSSvSSo^eSn B (I B. D.T. Bonner, B. Mechlinsld, CT. Schaffner, The Journal of j^-BiotK* 

bJEjed^aufgrund^^ 

VoL 33. oa« 219 1965; Lampen, AmJ.CIin. Path. 52, page 138, 1969)i Em werteres Hindernis g egran erne 
Semfo^^ndS voTpoIyen-Antibiotika gegen Protozoonosen steUt die auBerst gennge UJsbchkert 

^SalgvSTSfoSe Wirkung von Polyen-Mubiotika medLrinisch in lokal anzuwend |^ 

undzwar in erster linie als Fungizid (Uflmann, Enzyklopadie der Techmscben Chemie, 4. Auflage, Bd. 7, S. 673, 

Y tS^^SSS3^SLg von Polyen-Antibiotika, vor aUem die d.es Pimaricins (Natamydns) 
Ve^naung foder ^aS^ttel-TecLlogie ab Schutzsubstanz in Wurst- und KSsehflUen. In neuere. -Z* 

<B. Van SaSf»A strategy in the Control of House Dust Mite Allergy", Pharma TherapeuUca S. 441-444. 

^Trotz zahlreicher Bemuhungen ist es bisher nicht gelungen, die bei lokaler Gabe gute Wirksamkeit auch ^uber 

bSaUe7enW^orga^smus - zu erreichen. Nur der letztgenannte Applikationsweg f"*^*™** 
emfache Behandlungsweise systemisch manifest** Protozoonosen - die ^J^^^^SSZ 
kSnnen - zulaBt Ebenso ist die systemische Therapie der einag erfolgversprechende Weg, urn zu 
nSe und ScUeimhautinfektionen durch Protozoen einen nachhatagen Erfolg zu <F*len, fate 

geh^eSeichtnaturgemaBdiesesZieleffektr/erundkar^ 

JSSta der vorUegenden Erfindung ist es. angesichts der oben beschriebenen Probleme erne Mdglichke t 
w^SSS^SSmd Trypanosomen bei Befall des menschlichen und tienschen Organism^ msystenu- 
sctoThlrapie mSglichst neben^kungsfrei Plasmodia und Trypanosomen ^zu _bekampfen, una- vo ^em ein 
MUtel gegen solcfae pathogene Protozoen. insbesondere Plasmodien zur VerfOgung zu stellen, die gegen 

mycmX einem seit langem bekainten Polyen-Antibiotikum mit 26gliedngem Polyen-King, aus dem Kultursub- 
strat von Streptomyces nataliensis mit der Formel I 
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in Kombination mit PhosphoIipid(en), insbesondere mit Lecithin bei systemischer Gabe auch in geringer Kon- 
zentration eine starke therapeutische Aktivitat hat, wenn es in Kombination mit einem (oder mehreren) 20 
Phospholipid(en)gema6Patentanspruch 1 angewendet wird 

Eine Obersicht fiber die bisher bekannten medizinischen Eigenschaften des Pimaririns, seine Toxizitat und 
Unlostichkeit, bietet die Monographic WP. Raab: "Pimaricin" G. TTiieme Verlag Stuttgart 1 974. 

Die UnteransprGche 2 bis 7 geben zweckmaBige AusfQhrungsformen der Erfindung wieder. 

Die uberraschende protozoen-schadigende Wirkung, die Pimaricin bei parenteraler Gabe aufweist, wenn es in 25 
Kombination mit einem (oder mehreren) Phospholipid(en) verabreicht wird, kann am bequemsten erreicht 
werden, wenn das kristailine Pimaricin in einem Phospholipid geldst wird Geeignete Phospholipide sind als 
Additiv in Antiphlogistika (DE-PS 33 46 526 und DE-PS 33 46 525) bekannt 

Wahrend nach der Lehre der oben genannten Patente der Zusatz von Phospholipiden in erster Linie dem 
Schutz der Magenschleimhaut bei oraler Verabreichung des eigentlichen pharmazeutischen Wirkstoffs dient, 30 
ffihrt die Kombination des bisher Iokal als Fungizid eingesetzten Polyen-Antibiotikums Pimaricin mit derartigen 
Phospholipiden jedoch zur ErOffnung eines systemischen Behandlungsweges gegen ein breites Spektrum von 
Protozoonosen. 

Besonders Oberraschend ist dabei, daB die erfindungsgemaBe Verwendung von Pimaricin Heilerfolge bei 
Infektion mit chloroquin-resistenten Plasmodien ermoglicht 55 

Die folgenden Beispiele belegen die erfindungsgemaBe Wirksamkeit von Pimaricin in Kombination mit einem 
(oder mehreren) Phospholipiden): 



Durch standige Passagen, welche zur Ausschaltung von Immunreaktionen teiJweise in splenektomierten 
Tieren erfolgten, wurde unter standiger ErhOhung der Chloroquin-Dosierungen ein Stamm herangezQchtet, der 
eine Resistenz gegen 2x03mg Chloroquin/Maus ip. und 100 mg Chloroquin/Vitatrinkwasser aufwies. Diese 45 
Resistenz bleibt ohne weitere Chloroquingabe uber drei Monate erhalten. Sie zeichnet sich dadurch aus, das die 
ZeDproliferauon verlangsamt ist und hauptsachlich die Retikolozyten befallen sind (Carter, Diggs, Plasmodia of 
Rodents" in "Parasitic Protozoa" Ed Kreier & Baker, Allen & Unwien 1987> 

Tabelle I zeigt die relative therapeutische Wirksamkeit einer Kombination von Pimaricin mit Lecithin (PILE) 
auf chloroquinresistente Mause. $> 
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Tabelle I 

Wirkung von PILE (Pimarizin/Lecithiii) und Chloroquin auf chloroquinresistenten MSusestamm (Stamm Suisse 

weibL, 6 Wochen alt, Gewicht 25 g) 



Substanz 



Dosiening 



10 PILE 

Chloroquinedi-Phosphat 
Kontrolle 

PILE 

Chlorcramedi-Phosphat 
Kontrolle 

PILE 

Chlorqumedi-Phosphat 
Kontrolle 

20 



1 ug/mlLecip. 

0,5mgip. 

O^mlNaClip. 

5 ug/mlLecip. 

0,8mgip. 

O^mlNaClip. 

lOug/mlLecip. 

l,2mgip. 

O^mlNaCIip. 



Parasitflmie 


Tod 


(%7.Tag) 


CTagc) 


5 von 15 


14nach23 


5 von 15 


13nach28 


15 von 15 


13nachl5 


2 von 15 


3 bis zum 37. Tag 


5 von 15 


15nach37 


15 von 15 


15nach24 


1 von 15 


lnacfa27 


2 von 15 


14nach27 


15 von 15 


15nachl7 



Beispiel 2 

Wirksamkeit gegen Plasmodium berghei-Inf ektion der Maus 

25 Tabelle II zeigt, daB hinter der Wirkung von PILE der 3 H- Adenosineinbau in p arasitierte Erythrozyten nahezu 
volIstSndig gehemmt ist 

Tabelle H 

3Q Messung der Einbauhemmung von 3 H-Adenosin in parasitierte Erythrozyten 



35 



Dosls Zeit/ Embaurate 3 H-Adenosin 
jig/ml Infcubation dpm/ % Anderung 

Parasit der Kontrolle 



40 



45 



50 



Kontrolle 
Lecithin-Ldsung 



PILE 



10 



30 min 
75 min 
120 min 

30 min 
75 rain 
120 min 

30 min 
75 min 
120 min 



0,30 
0,70 
0,80 

0,15 min 

0,12 

0,09 

0,07 

0,05 

0,04 



-62 
-83 
-88 

-82 
-93 
-98 



Dieses Ergebnis wird durch Messung Einbauhemmung von Experiment 3 H-Metmonin in parasitierte Ery- 
throzyten bestatigt; der Methionineinbau wird unter der Wirkung von PILE nahezu vollstandig gehemmt 
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Tabelle III 

Messung der Einbauhemmung von 3 H-Methionin parasitierte Erythrozyten 





Dosis 


Zeit/ 


Einbaurate 


3 H-Adenosin 




tig/ ml 


Inkubation 


dpm/ 


% Anrtprnno 








Paras it 


ffeeen Kontrnlle 


Kontrolle 




30 min 


0,06 




Lecithin-Losung 




75 min 


0,12 








120 min 


0,2 








30 min 


0,02 


-68 




10 


75 min 


0,04 


-73 






120 min 


0,05 


-76 


PILE 




30 min 


0,004 






-93 




100 


75 min 


0,0057 


-95 






120 min 


0,0075 


-98 



10 



15 



20 



Bei Untersuchungen an Plasmodium berghei Infektionen der Maus zeigte sich weiterhin, daB eine signifikante 
Hemmung der DNA/RNA als auch der Proteinsynthese in parasitierten Erythrozyten nachzuweisen ist Insge- 
samt zeigte sich, daB die Nukleinsauresynthese starker gehemmt war als die Proteinsynthese. Diese Ergebnisse 
fflhrten zu weiteren Untersuchungen zur Oberlebensrate infizierter Mause. Hierzu wurden isolierte parasitierte 
Erythrozyten (5mal 10 5 PE/ml) mit PILE inkubiert (Hanks Balanced Salt Solution, 10% fetales Kalberserum, 
0,1% Heparin bei 37°) und anschlieBend 0,2 ml/Maus intraperitoneal injiziert. Als MaB fflr die Wirkung von 
PILE wurde das Oberleben der Here gewertet 

Tabelle IV 



Konzentration 



Ldsungsmittel 



Zeit (Min.) 
inkubation 



ParasitamieTag 
Tag 7 p.o. 
Tiere 



Tag pi 
Tage 



35 



5 jig PILE 
10 jig PILE 
Kontrolle 



Lecithin 
Lecithin 
Lecithin 



30 
45 
45 



1 von 15 
Ovon 15 
15 von 15 



1 nach30 
OnachSO 
15nach 11 



40 



Bei der niedrigen Konzentration von 5 ng/ml tritt eine weitgehende und bei der hohen Konzentration von 45 
10 jig/ml eine 100%ige UnterdrCckung der Infektion auf. Dieser Effekt ist inkubationszeit- und konzentrations- 
abhangig. 
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Beispiel 3 " 
Wirkung gegen Trypanosomen 



TabeUe V 

Methode: Trypynosoma brucei/NMRI-Maus Modell 
Infektion:Tag 0, 10 s Trypanosomen/Maus Lp. 



AnzahlHere/Gruppe 
Kontrollen 



L&sungsvermittler: Lecithin 

MortaMt 

14Tagepx 

Here 



Parasitamie 



Lomidine 1 ) 0,1 M L5sg. 
PILElO^ig/ml 



15 von 15 
15 von 15 



15 von 15 
7 von 15 

12 von 15 
4 von 15 
1 von 15 



nichtuntersucht 



Dosierung(mg/kg) 

A Lomidine 1 ) 0,1 M Losg. plus PILE 1 ug/ml 
B Lomidine 1 ) 0,5 M L6sg. plus PILE 5 ug/ml 
C Lomidine 1 ) 0,1 M L6sg.plus PILE 10 ug/ml 
D Lomidine 1 ) 0,5 M Ldsg. plus PILE 10 ug/ml 
E Lomidine 1 ) 0,5 M Losg. plus PILE 20 jig/ml 
i) Lomidine* 1st ein Anti-TVypanosomen-Praparat der Fa. Spezia, FR, das als Wirkstoff 4,4^entameth y lendioxy>bis-benza. 
midin als Di-methan-sulfonat entbilt 



nichtuntersucht 
nichtuntersucht 
nichtuntersucht 
nichtuntersucht 
nichtuntersucht 



Patentansprflche 
1. Verwendung des Poryen-Antibiotikums Pimaricin (Natamycin) 




CH, 



in Kombination mit einem (oder mehreren) Phospholipid^) zur human- und vetermaraediziruschen 
BehandlungvonlofektionennutPlasmodiencJerTlrypanosomeiL nntnM ^ „„H/oder 

Z Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als ph ?^rt)^^ n e jjJShf 
iiithine, Glysolecithine, Kefaline, Sphingolipide, ^ b 5^ ere .^ toa J^KS' 
Sthanolamin, Phosphatidylserin, Phosphatidylglykol, Phosphatidyknnocrt, bevorzugt hochreines, ggfs. 

^3ph£phoUpid(en)mz^^ 

^Verwendung nach AnsprOchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB Pun"** m 
^^ehrS)PhosphoBpidXen> ggfs. mit weiterenphanr^ 

tisch unbedenklichen Zusatzen, als InjektionsISsung konfektioniert ist ^ mM „ afi n„ m ! t efaem 

& Verwendung nach Ansprflchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB Pimanan m Kombuunon i^emem 

tischen unbedenklichen Zusatzen als Pr&parat zur oralen Verabreichung konfekuoniert ist 
Sha^zeuSeTftaparat, dadurch gekennzeichnet, daB das Polyen-Antibiotikum Punancm m Kombi- 
nation mit einem (oder mehreren) Phospholipid(en) enthalt 



OS 38 19 504 

7. Pharmazeutisches Praparat nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB als PhosphoIipid(e) natiirliche 
und/oder synthetische Lecithine, Glysolecithine, Kefaline, Sphingolipide, insbesondere Phosphatidylcholin, 
Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylserin, Phosphatidylglykol, Phosphatidylinnosit, bevorzugt hochrei- 
nes, ggfs. hydriertes, Lecithin eingesetzt wird (werden). 
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